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緒言 
Ralstonia sp. NT-80 株 (NT-80) は様々な誘導剤を
添加するとリパーゼ (EC 3.1.1.3) を分泌する。 当研
究室では、stearyl alcohol や polyoxyethylene (POE) 20 
oleyl ether 等を誘導剤として用いた場合に、NT-80
におけるリパーゼの生産性が飛躍的に向上すること
を既に見出している 1) (超誘導発現システム)。リパ
ーゼは工業分野で多岐にわたり利用されているが、
このシステムを分子レベルで解明できれば、より効
率的、経済的なリパーゼ生産が可能になる。さらに
他の酵素や他種への応用も期待される。しかしこれ
らの誘導剤がどのような分子機構でリパーゼ超誘導
発現を引き起こしているのかは未だ解明されていな
い。 
一方Pseudomonas alcaligenes (P. alcaligenes) にお
いてはリパーゼの発現が LipQ-LipR 二成分制御系
によって制御されていることが報告されている 2)。
そこで本研究では NT-80 にも同様な制御因子が存
在するのではないかと考え、超誘導発現システム解
明の足掛かりとして、リパーゼ転写調節因子の探索
を行うことを目的とした。 
 
1. 理論と実験方法 
P. alcaligenes lipR ホモログ遺伝子の検索 
アミノ酸配列比較により、NT-80 ゲノムにコード
されている lipR ホモログを検索した結果、二成分制
御系の転写調節因子と予想されるホモログが 5種見
つかった。そこでこれらの lipR ホモログ遺伝子につ
いて、P. alcaligenesとの相同性高いもの (LipR80-1, 
2…) から順に解析を行い、超誘導発現システムへの
関与を検討した。 
遺伝子破壊株の作製及び補完株作製 
lipR 遺伝子を分断するように、薬剤耐性遺伝子を
lipR 内部に組込んだDNA 断片を調製した。この断
片を Electroporation 法によりNT-80 に導入し、相同
組換えによる形質転換を行い、遺伝子破壊株を得た。 
補完株については、lipQ-lipR をマルチコピーベク
タ  ー pJB861 にクローニングし、この組換えプラス
ミドを Electroporation 法により破壊株へ導入して作
製した。 
リパーゼ活性測定 
誘導剤を添加した培地で NT-80 野生株と破壊株
を培養し、72 hまで 24 h毎に培養上清におけるリパ
ーゼの活性を測定した。基質にはp-nitrophenyl laurate 
(PNPL) を用いた。PNPL のエステル結合が加水分
解されると p-nitrophenol が分離する。この
p-nitrophenol の 405 nm における吸光を測定するこ
とで、リパーゼ活性を算出した。 
lipA 転写活性測定 
 目的の条件で培養した NT-80 野生株と破壊株か
ら total RNAを抽出し、それを鋳型に cDNA を合成
した。この cDNA を用いて、インターカレーション
法によるreal-time quantitative PCR (RT-qPCR) を行い、
リパーゼ遺伝子 lipAの mRNA の相対量を比較した。 
ゲルシフトアッセイ 
 DNA とタンパク質が複合体を形成しているかど
うかを観察した。非変性ポリアクリルアミドゲルに
おける移動度が、フリーの DNA 断片よりもタンパ
ク質-DNA 複合体のほうが小さいという泳動度の違
いで評価する。 
lipA の上流 200 bp 程度を PCR 法により増幅し、
ビオチンタグを付加した。これと精製した LipR80-1 
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を相互作用させた。その後電気泳動により分離し、
ナイロンメンブレンに転写した。ストレプトアビジ
ン-HRP 標識の抗体を用いて、ペルオキシダーゼに
よりルミノールが分解される際の化学発光を検出し、
バンドを観察した。 
 
2. 結果及び考察 
＜LipR80-1＞ 
破壊株及び補完株のリパーゼ活性と転写活性測定 
lipR80-1 破壊株ではPOE 20 oleyl etherによる誘導
時のリパーゼ活性が野生株と比較して低下している
ことが観察された (Fig. 1, 左)。これをうけて lipA の
転写量をRT-qPCR法により解析したところ、破壊株
では野生株の 1/5 まで転写量が低下していた(Fig. 1, 
右)。この結果から、LipR80-1 が lipA の転写促進因
子としてリパーゼ超誘導発現システムへ関与してい
ることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
また補完株ではリパーゼ活性、転写活性がともに
回復し (Fig. 2)、破壊株の表現型を補完していること
が確認できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
ゲルシフトアッセイ 
 バンドのシフトが観察された (Fig. 3, レーン 2)。
このことから、LipR80-1 は lipA 上流領域と相互作
用すると考えられる。また cold DNA を用いた競合
実験ではシフトしたバンドが落ちている(Fig. 3, レ
ーン 3)。したがって、LipR80-1 と lipA 上流領域の
相互作用が特異的なものであるといえる。 
以上の結果から、
LipR 80-1 はリパーゼ
遺伝子転写因子として
機能していることが裏
付けられた。 
 
＜LipR80-2＞ 
破壊株のリパーゼ活性測定 
Stearyl alcohol と POE 20 oleyl etherを誘導剤に用
いて培養した。しかしながら、野生株と破壊株でリ
パーゼ活性に顕著な差は観察されなかった (Fig. 4)。
この結果から、LipR80-2 は、リパーゼ遺伝子の発現
に関与していないと考えた。 
 
 
 
 
 
 
 
相同性の高いホモログから順に解析を進めてきた
ので、残りの LipR ホモログもリパーゼ発現に関与
している可能性は低いと考えられる。 
 
3. 結言 
LipR80-1 はリパーゼ転写調節因子である。一方
LipR80-2 はリパーゼ発現に影響していないことが
分かった。したがって残りの LipR ホモログについ
ても転写因子として働いている可能性は低いといえ
る。 
 
参考文献 
1) Ushio, K., et al ., 1996 Biotechnol Tech 10; 267-272. 
2) Krzeslak, J., et al ., 2008 Appl Environ Microbiol 
74; 1402–1411. 
学会発表 
関谷麻美 等、第 84回日本生化学会（2011） 
Fig. 1 lipR80-1 表現型観察 
Fig. 2 lipR80-1 補完株表現型観察 
Fig. 3 ゲルシフトアッセイ 
Fig. 4 lipR80-2 リパーゼ活性測定 
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